







学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授 与年月 日
学位授 与 の要件
研 究 科,専 攻












(主査)教 授 山 本 和 生
教 授 東 谷 篤 志
准教授 日出間 純
78
論 文 内 容 の 要 旨
DNA複 製 の 際 に 一 塩 基 あ た りに 発 生 す る 突 然 変 異 の 頻 度 は,10-9～10-loと極 め て 低 い レ
ベ ル に 抑 え られ て い る。 ど の よ う に して 複 製 エ ラ ー に よ り発 生 す る 突 然 変 異(自 然 突 然 変
異)及 び 紫 外 線 を は じめ と した 変 異 原 に よ る 突 然 変 異(誘 発 突 然 変 異)を 低 い レベ ル,あ る い
は 生 体 と して 許 容 で き る レベ ル に 抑 え て い る か を 知 る こ とは,生 命 科 学 に と っ て 重 要 な 問
題 で あ る 。
大 腸 菌 のDNAポ リメ ラ ー ゼ は,DNAポ リ メ ラ ー ゼ1～Vま で が 確 認 され て い る 。生 体 内
で 特 に 重 要 な 役 割 を 演 じ るの はDNAポ リ メ ラ ー ゼIII(PollII)で,この 酵 素 がDNAの 複 製
を担 っ て い る 。 ま た,PolIIIは複 製 と 同 時 に 自身 の 複 製 ミ ス も修 復 して い る。TLSポ リ メ
ラー ゼ は,DNAポ リ メ ラー ゼII(PolB),IV(DinB),V(UmuCD)の総 称 で あ る。 これ ら タ ン
パ ク 群 は,鋳 型 鎖 の 損 傷 に よ りDNA複 製 が 停 止 し た 際 に 開 始 され るSOS応 答 で 働 く酵 素
で あ る 。TLSに よ る修 復 に よ り,停 止 して い た 複 製 は 再 始 動 で き る が,そ の 修 復 は 誤 りが
ち で あ る。 これ らTLSポ リメ ラ ー ゼ を 欠 損 す る と,誤 りが ち な 修 復 が 行 わ れ な く な る た め
invivoの結 果 でUV等 に よ る 変 異 原 に 暴 露 し て,損 傷 を 受 け て も 誤 りが ち な 修 復 が で き ず,
複 製 フ ォー ク が 損 傷 部 分 で ス トー ル して 細 胞 が 死 ん で しま うた め 変 異 が 発 生 しな くな る 。
DNAポ リメ ラ ー ゼ1(Poll)は,DNAの複 製 と修 復 に 関 わ っ て い る。 複 製 時 は,ラ ギ ン グ 鎖
に 作 られ る 岡崎 フ ラ グ メ ン トRNAプ ラ イ マ ー の 除 去,お よ び フ ラ グ メ ン ト間 の ギ ャ ップ
を 埋 め る 役 割 を 担 っ て い る。 ま た 修 復 で は,損 傷 を 受 け た 領 域 にPollが 結 合 し,損 傷 領 域
を 除 く と き に で き る ギ ャ ッ プ を埋 め る働 き が あ る 。
そ の 他 修 復 経 路 と して,自 然 突 然 変 異 の 修 復 に 関 わ り塩 基 の挿 入 ミス を認 識 す る ミス マ
ッチ 修 復 系 は,MutSタ ン パ ク 質 に よ っ て 開 始 され る一 連 の 修 復 系 で あ る。 ま た,UVよ り
引 き 起 こ され 変 異 の原 因 とな る ピ リ ミ ジ ン ニ 量 体 の 修 復 に はPolV(UmuCD)の他,ヌ ク レ
オ チ ド除 去 修 復 及 び 光 回 復 が 関 わ っ て い る。 ヌ ク レオ チ ド除 去 修 復(NER)はUvrABCに よ
り開 始 され る修 復 系 で,DNA損 傷 に よ る ゆ が み を 認 識 す る と,損 傷 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レオ
チ ドを 切 り取 り,そ の ギ ャ ップ をPollも し く はPolIIIが埋 め る,一 般 的 に 正 確 な 修 復 と
され て い る修 復 系 で あ る。 光 回 復 は,大 腸 菌 や 植 物 が 持 っ て い る修 復 機 構 で あ り,UVに
よ り受 け た 傷 を 光 に 当 た る こ と で 光 回 復 酵 素 が 働 き正 確 に 修 復 す る。
本 研 究 で は,PolIIIのinvivoでの 染 色 体 複 製 の 正 確 性,な らび に 自 然 突 然 変 異 生 成 及 び
誘 発 突 然 変 異 生 成 時 にPollが 関 わ る 修 復 経 路 の 解 明 を 目的 とす る。
【実 験 】PolIIIの正 確 性 を調 べ る た め に,自 然 突 然 変 異 に 関 わ る 修 復 経 路 す べ て を 欠 損 さ
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せ たTLSポ リメ ラ ー ゼ,PolA及 びMutS欠 損 株 に つ い て 解 析 した 。 次 にPolIの 修 復 へ の
影 響 を 調 べ るた め に,PolA遺 伝 子 を 挿 入 した プ ラ ス ミ ド(pWKS30)を導 入 してPo11の 影 響
を 顕 著 に し,TLSポ リメ ラ ー ゼ,PolA,NERに 関 わ るUvrC,TLSの 活 動 を 制 御 す るRecA
と,そ れ ぞ れ の 経 路 を 欠 損 させ た 大 腸 菌 株 に つ い て 解 析 した 。
【結 果 】 自然 突 然 変 異 に つ い て 各 種 欠 損 株 の 解 析 の 結 果,TLSポ リメ ラ ー ゼ は 自然 突 然 変
異 に 影 響 を 与 え て い な か っ た 。polA欠 損 は,変 異 率 が 約20倍 に な り,欠 失 突 然 変 異,マ
イ ナ ス フ レ ー ム シ フ ト,塩 基 置 換 の 抑 制 に 関 わ っ て い た 。mutS欠 損 は,変 異 率 が約30倍
に な り,同 一 塩 基 の 連 続 配 列 で の マ イ ナ ス フ レー ム シ フ ト,ト ラ ン ジ シ ョン塩 基 置 換 の 抑
制 に 関 わ っ て い た 。PolIIIのinvivoで の 染 色 体 複 製 の 正 確 性 は,2xlO-6
[mutations/cell/generation]であ っ た 。 ま た,PolIIIHEに よ る 複 製 は マ イ ナ ス フ レー ム シ フ
トお よ びG:C→T:Aト ラ ン ジ シ ョ ン突 然 変 異 を 頻 発 して い た。
次 にPolIの 影 響 を 顕 著 に観 察 す る た め,PolI過 剰 発 現 させ た 状 態 でUV照 射/非 照 射
時 の 突 然 変 異 生 成 を解 析 した 。 そ の 結 果 を,図1に 示 す 。TLS欠 損 株 に お い てUV照 射 を
行 っ た 場 合,既 往 の 結 果 と同 様 に非 照 射 時 か ら突 然 変 異 率 の 上 昇 は観 察 さ れ な か っ た(図
1C)。しか し,プ ラ ス ミ ドに よ りPollを過 剰 発 現 させ た 場 合,TLS欠 損 下 に お い て も変 異
率 が 上 昇 した(図IA及 びC)。 従 っ て,TLSに は 依 存 し な いPolIが 関 係 した 変 異 生 成 経
路 が 存 在 す る と考 え られ た 。 こ のPolIが 関 係 した 変 異 は シ ー ク エ ン ス 解 析 の 結 果,特 に
UV損 傷 に 起 因 した ピ リ ミ ジ ン ニ 量 体 の 部 分 で 高 頻 度 に 発 生 し て い た 。 同様 の 実 験 系 で,
NERを 行 え な いuvrC欠 損 株 の 場 合,PolI過剰 発 現 で も 変 異 率 の 上 昇 は 見 られ な か っ た(図
lB)の で,NERに 依 存 して い る 可 能 性 が 示 され た。NERの 関 与 を調 べ る た め に 光 回 復 を
用 い た 実 験 を行 っ た 。プ ロ リン 要 求 性 株 に つ い て,ア ミノ 酸 欠 乏 緩 衝 液 中 で2時 間 培 養 し,
分 裂 周 期 をterの 部 分 で 同 調 させ,染 色 体 複 製 が 行 わ れ ず,染 色 体 複 製 に 依 存 しな い 除 去
修 復 の み をinvivoで行 え る 条 件 と した 。 こ の 同 調 株 に つ き,次 の3種 類 の 条 件 で 処 理 を し
た。 ア ミ ノ酸 欠 乏 緩 衝 液 中 に て 全 て の 処 理 を行 っ た 。
1)UV照 射 後 に37℃ で30分 間 イ ン キ ュベ ー シ ョン しNERを 行 わ せ て か ら,そ の 後30
分 間 蛍 光 灯 照 射 し ピ リ ミジ ン ニ 量 体 の 正 確 な 修 復 で あ る 光 回 復 を行 っ た 。
2)UV照 射 直 後 に30分 間 蛍 光 灯 照 射 し光 回 復 を 行 っ た 。
3)光 照 射 処 理 もNER処 理 も行 わ な い 。
これ ら3種 類 全 て の 場 合 に つ い て,処 理 を 行 っ た 後,発 生 した 変 異 を 固 定 す る た め にLB
中 で 一 晩 培 養 を行 い 複 数 回 複 製 させ た 。 そ の 結 果,図2に 示 す よ うに,光 回 復 を 優 先 的 に
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行 わ せ た2)の 場 合,変 異 の 上 昇 は 認 め られ な か っ た が,NERを 優 先 的 に 行 わ せ た1)の 場 合
で も,変 異 の 上 昇 が 認 め られ た 。 一 方,未 処 理 の ま まLB中 で 一 晩 培 養 した3)の 場 合,TLS
欠 損 株 は 染 色 体 複 製 が 可 能 な 培 地 条 件 に な っ て も 乗 り越 え 修 復 が 出 来 な い た め 変 異 の 上 昇
は 見 られ な か っ た が,Pollを過 剰 発 現 させ た 株 で は 変 異 の 上 昇 が 認 め られ,NERを 優 先 的
に行 っ た 場 合 と同 等 の 変 異 上 昇 と な っ た 。 従 っ て,こ こ で観 察 され た 変 異 の 上 昇 は,NER
に よ っ て で き た ギ ャ ップ を 埋 め る反 応 の 過 程 で 生 じ た も の と結 論 づ け る こ とが で き る 。Pol
Iは そ の5'→3'エ キ ソヌ ク レア ー ゼ 活 性 に よ り,数 百塩 基 の 長 さ を埋 め て 複 製 す る こ とが
知 られ て い る(nicktranslation)。除 去 修 復 で 切 り出 さ れ た 塩 基 の ギ ャ ップ をPolIが 数 百塩
基 の 長 さ でnicktranslationする 際 に,鋳 型 鎖 にUV損 傷 が あ る と,TLSの よ うにPolIが
誤 りが ち 乗 り越 え修 復 を 行 う結 果,突 然 変 異 が 上 昇 す る と考 え られ る。
【ま とめ 】本 研 究 で は,PolIIIの複 製 の 正 確 性 お よび,Pollの 修 復 の 正 確 性 の 影 響 を 検 討
し,以 下 の 知 見 を 得 た 。
(1)Pollllのinvivoで の 染 色 体 複 製 の 正 確 性 が 明 ら か に な り,2×10-6
[mutations/cell/generation]であ っ た 。
(2)Poll過剰 発 現 系 で 染 色 体 複 製 ・トラ ン ス リー ジ ョ ン合 成 非 依 存 的,ヌ ク レオ チ ド除 去
修 復 依 存 の 変 異 が 発 生 す る。











図lUV照 射,非 照 射 時 の 突 然 変 異 率
△polA:PolI欠損,△tls:TLS(umuCD)欠損,recA:recA欠 損,







培 養(除 去 修 復)(min)3000
光 照 射(光 回 復)(min)30300
図2変 異 生 成 の ヌ ク レ オ チ ド除 去 修 復 依 存 性(プ ロ リン 要 求 性 株)
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論文審査結果の要旨
大腸菌を紫外線照射すると,損傷乗 り越え複製酵素が大量に作 られ,で きた新規複製酵素が損傷
を乗 り越えなが ら複製する結果,細 胞は死から逃れ ることができる。損傷乗 り越え複製酵素は大
腸菌の場合・DNA複製酵素 工1(Po1B),IV(DinB),V(UmuCD)の3種類知られている。これ らタン
パ ク質群は,鋳 型鎖の損傷により ㎜ 複製が停止 した際に合成 される緊急応答で働 く酵素であ
る。損傷乗 り越 え複製酵素による修復により,停止 していた複製は再始動できるが,その修復は
誤 りがちである。 これ ら損傷乗 り越え複製酵素 を欠損すると,誤 りがちな修復が行われなくなる
ため,紫 外線等に暴露 しても誤 りがちな修復ができず,複 製フォークが損傷部分でス トー ル して
細胞が死んで しま うため変異が発生 しなくなる。 これ らの知見から,損傷誘発突然変異は,複製
フォー クが停止 した際に・たとえ間違いを伴っても乗 り越 えて生存をはかるとい う戦略の結果生
じるものであるとい うのが共通の認識 となっている。紫外線 によるDM損 傷は,上で述べた損傷
乗 り越え=複製による修復の他に,uvrtll]cts伝子が関与する除表修復 も知 られている。uvrABCの一
連の作用の次 にDNA複製酵素1(Po11)およueIII(PelIII)の作用によって損傷部位 を再複製 して
いると言われている。
田子友一朗は,損 傷乗 り越え複製力§働かなくても,除 去修復の過程でも突然変異が生成するの
ではないか とかんがえ,まず,PolB,DinB,UinuCDのすべての損傷乗 り越 え複製酵素遺伝子 を破壌
し・そこで観 察 される自然突然変異を解析 した.次 に,紫 外線誘発突然変異 を調べた所,損傷乗
り越え複製酵素がなくても,除去修復が機能 してPolIが過剰になると,突然変異が増加するこ
とを証明した。 この場合,Polmが 関わる染色体の複製は必要としない。 さらに,DNA複製を停
止 した条件 で,紫 外線 を照射す ると,損傷乗 り越 え複製 に依存 しない突然変異の上昇があるこ
と・紫外線損傷は除去されていることを明 らかにした。以上の結果より,損傷乗 り越え複製によ
る突然変異誘発 の経路 とともに,除 去修復の間違いによる突然変異誘発経路があることを明らか
にした。
これらの成果は・ゲノム安定性維持機構説明するだけでなく,紫外線誘発皮膚がんの治療等にも貢献
するものと期待でき,田子友一朗が自立して研究活動を行 うに必要な高度の研究能力と学識を有する
ことを示 している。した力弐って,田子友一朗提出の論文は,博=ヒ(生命科学)の学位論文として合格
と認める。
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